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RESUMEN GENERAL

Suplementacion con extracto de Té verde en conejos reproductores y

desarrollo de vesiculas uterinas en diferentes estadios de gestacion

Resumen

La cunicultura es una actividad eficiente y adaptable
que proporciona carne magra y saludable. El uso de
biotecnologias reproductivas como la inseminacion
artificial y manejos semi-intensivos permite aumentar la
productividad mediante multiples camadas anuales. Sin
embargo, estos sistemas pueden inducir estrés
metabdlico en las conejas, afectando su rendimiento
reproductivo. Una nutricibn adecuada, buenas
condiciones ambientales y la suplementaciéon con
antioxidantes pueden mitigar estos efectos. El estudio
evalud los efectos de la suplementacién con extracto de
té verde rico en polifenoles sobre el desarrollo de
vesiculas uterinas en conejas gestantes. Ochenta
conejas de la raza Nueva Zelanda Blanco fueron
asignadas aleatoriamente a cuatro tratamientos
experimentales que variaban segun la suplementacion
de té verde en hembras y/o machos. La dosis
administrada fue de 75 mg/kg de peso vivo, diluida en
agua y ofrecida cinco dias por semana. Solo las conejas
que completaron dos partos (n=39), distribuidas entre
los tratamientos. Se midieron los didmetros, volimenes
y areas de las vesiculas uterinas a los 14, 17 y 21 dias
de gestacion. Los resultados mostraron una interaccion
significativa (p<0.001) entre la suplementacion en
hembras y machos, observandose un mayor desarrollo
de las vesiculas en el tratamiento donde ambos sexos
fueron suplementados. En comparacion con los demas
tratamientos, este grupo present6 mejores parametros
reproductivos. Se concluye que la suplementacién con
extracto de té verde, especialmente cuando se
administra en  ambos  progenitores, mejora
significativamente el desarrollo de vesiculas uterinas
durante la gestaciéon y la eficiencia reproductiva en
sistemas de inseminacién

Palabras clave: Extracto de té verde, vesiculas
uterinas, comportamiento reproductivo, conejos. *

! Tesis de Maestria en Ciencias en Innovacién Ganadera, Universidad
Auténoma Chapingo.

Autor: Rosario Contreras Méndez

Director: Ph. D Raymundo Rodriguez de Lara

Abstract

Rabbit farming is an efficient and adaptable activity that
provides lean and healthy meat. Using reproductive
biotechnologies, such as artificial insemination and
semi-intensive management practices, increases
productivity by enabling multiple litters annually.
However, these systems may induce metabolic stress in
does, negatively affecting their  reproductive
performance. Proper nutrition, adequate environmental
conditions, and antioxidant supplementation can help
mitigate these effects. This study used real-time
ultrasonography to evaluate the effects of green tea
extract supplementation, which is rich in polyphenols, on
uterine vesicles development in pregnant does. Eighty
New Zealand White does were randomly assigned to
four experimental treatments varying in green tea
supplementation for females and/or males. The
administered dose was 75 mg/kg of body weight, diluted
in water and offered five days per week. Only two
parturitions (n=39) of does were included in the
evaluation and distributed among the treatments.
Diameters, volumes, and areas of uterine vesicles were
measured at 14, 17, and 21 days of gestation. The
results showed a significant interaction (p<0.001)
between female and male supplementation, with greater
vesicle development observed in the group where both
sexes received supplementation. This group also
exhibited improved reproductive parameters compared
to the others. In conclusion, green tea extract
supplementation, particularly when administered to both
parents, significantly enhances uterine vesicle
development  during gestation and improves
reproductive efficiency in artificial insemination systems.

Keywords: Green tea extract, uterine vesicles,
reproductive behavior, rabbits



1. INTRODUCCION GENERAL

La produccion de conejos es una actividad agropecuaria caracterizada por su alta
eficiencia reproductiva y su capacidad para adaptarse a diversas condiciones
ambientales. Los conejos son una fuente valiosa de proteina animal, y su carne
es apreciada por su bajo contenido en grasa y colesterol, lo que la convierte en
una opcion saludable para los consumidores (Cabrera et al.,, 2006). La
implementacion de biotecnologias reproductivas, como la inseminacion artificial,
ha permitido mejorar la eficiencia reproductiva y la calidad genética de los
conejos, aumentando asi la productividad (INIA, 2014).

En los sistemas de produccion cunicola, se combinan practicas de manejo semi-
intensivo para maximizar la eficiencia reproductiva y el bienestar animal. En estos
sistemas, las conejas reproductoras suelen ser inseminadas o montadas entre
10 y 12 dias después del parto (Vicente et al., 2014). Esta estrategia de manejo
permite obtener entre 6 y 10 camadas al afio, dependiendo de las condiciones
especificas de manejo y la salud de las conejas (Cruz-Bacab et al., 2018).
Ademas, se utilizan bioestimulos como el fotoperiodo y la separacion madre-
camada, para mejorar la receptividad de las hembras y optimizar los ciclos
reproductivos (Conejo, 2021). La implementacion de técnicas de manejo
adecuadas y el uso eficiente de los recursos disponibles son esenciales para
incrementar la productividad y la competitividad en las granjas de conejos (INIA,
2014).

El estrés metabdlico en conejas manejadas en sistemas semi-intensivos es un
factor critico que puede afectar su salud y rendimiento reproductivo. Este tipo de
estrés se produce debido a la alta demanda energética y nutricional impuesta por
la frecuencia de partos y la lactancia simultanea, lo que puede llevar a un
desequilibrio entre la ingesta de nutrientes y las necesidades metabdlicas
(Vicente et al., 2014). Las conejas en estos sistemas requieren una dieta
equilibrada y rica en nutrientes para mantener su condicion corporal y asegurar
la viabilidad de las camadas (Cruz-Bacab et al., 2018). Ademas, el manejo

ambiental, como la temperatura y la ventilacién, juega un papel crucial en la



mitigacion del estrés metabodlico, ya que condiciones sub-6ptimas pueden
exacerbar el desgaste fisico y reducir la eficiencia reproductiva (Conejo, 2021).
La implementacién de practicas de manejo adecuadas y la suplementacion con
antioxidantes pueden ayudar a reducir el impacto del estrés metabdlico, y mejorar
el bienestar y la productividad de los conejos en sistemas semi-intensivos
(Hernandez, 2024).

En la presente tesis, se presentan resultados de un estudio realizado con el
objetivo de evaluar el efecto de la suplementacion con extractos de té verde altos
en polifenoles, tanto en hembras como en machos, sobre las caracteristicas
morfométricas de vesiculas intrauterinas a los 14, 17 y 21 dias de gestacion,
utilizando ultrasonografia en tiempo real. Se plantea la hipotesis de que la
suplementacién con extractos de té verde en conejos reproductores mejora el

desarrollo de vesiculas uterinas durante la gestacion.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Anatomia y fisiologia del Gtero en conejas

El utero de las conejas es bicorne, lo que significa que esta dividido en dos
cuernos uterinos separados que se conectan a la vagina a traves de dos cérvix
independientes. Esta estructura permite que las conejas puedan gestar multiples
camadas simultdneamente en cada cuerno uterino, lo que es una adaptacion
evolutiva para maximizar la reproduccién (Vicente et al., 2014). La pared uterina
estd compuesta por tres capas principales: el endometrio, el miometrio y el
perimetrio. EI endometrio es la capa interna que se engrosa durante el ciclo
reproductivo para preparar al Utero para la implantacién de los embriones
(Contera, 2006). El miometrio, la capa media, esta formado por musculo liso que

se contrae durante el parto para ayudar a expulsar a los gazapos (Zarate, 2006).

Fisiolégicamente, el Utero de las conejas responde a las hormonas reproductivas
de manera similar a otros mamiferos. La ovulacion en las conejas es inducida por
el coito, lo que significa que la liberacién de évulos ocurre como respuesta al
apareamiento (Contera, 2006). Después de la ovulacion, los 6vulos fecundados
se desplazan hacia el ttero, donde se implantan en el endometrio engrosado. La
gestacion dura de 31 a 32 dias, durante los cuales el Utero proporciona un
ambiente nutritivo y protegido para el desarrollo de los embriones (Morisse &
Meurice, 2006). Ademas, el Gtero de las conejas tiene una alta capacidad de
regeneracion, lo que permite a las conejas quedar prefiadas nuevamente poco

después del parto, facilitando asi una alta tasa de reproduccion (Gallouhin, 1981).

2.2. Vesiculas uterinas: definicién y funcion

Las vesiculas uterinas son estructuras membranosas presentes en el Gtero de
los mamiferos, incluidas las conejas. Estas vesiculas juegan un papel esencial
en la comunicacion celular y en la regulacion del ambiente uterino durante el ciclo

reproductivo. Estan compuestas por una membrana lipidica que encapsula



proteinas, lipidos y &cidos nucleicos provenientes de la célula de origen
(Alvarado-Ocampo et al., 2023). La secrecién de estas vesiculas se produce en
respuesta a estimulos hormonales y ambientales, y su composicion puede variar
segun el estado fisiolégico del utero (Novoa-Herran, 2021). Ademas, las
vesiculas uterinas estan involucradas en la preparacion del endometrio para la
implantacion de los embriones, transportando moléculas sefalizadoras que
facilitan la comunicacion entre las células del endometrio y los embriones en
desarrollo; las vesiculas uterinas ademas contienen factores de crecimiento y
enzimas que modulan la remodelacion del tejido endometrial, lo cual es crucial
para la correcta implantacion y desarrollo embrionario (Retana-Moreira et al.,
2023). Estas vesiculas también desempefian un papel en la defensa
inmunoldgica del Utero, ya que contienen proteinas y microARNs que pueden
influir en la respuesta inmune local, ayudando a proteger el embrién en desarrollo
de posibles infecciones y regulando la inflamacion (Novoa-Herran, 2021). Esta
funcién inmunomoduladora es vital para mantener un equilibrio entre la tolerancia
inmunologica hacia el embrion y la proteccién contra patdogenos (Alvarado-
Ocampo et al., 2023).

Las vesiculas uterinas también estan implicadas en la regulacion de la
angiogénesis, el proceso de formacion de nuevos vasos sanguineos, que es
esencial para el suministro adecuado de nutrientes y oxigeno al embrién en
desarrollo (Alvarado-Ocampo et al.,, 2023). Investigaciones recientes han
demostrado que las vesiculas extracelulares pueden influir en la expresién de
genes relacionados con la angiogénesis en el endometrio, promoviendo un
ambiente favorable para el crecimiento y desarrollo embrionario (Retana-Moreira
et al., 2023). En resumen, las vesiculas uterinas son componentes
fundamentales del microambiente uterino, contribuyendo tanto a la preparacion
del atero durante la implantacién como para la proteccion y desarrollo del embrion
(Novoa-Herran, 2021).



2.3. Técnicas de evaluacion con ultrasonido
2.3.1. Principios del ultrasonido

El ultrasonido es una técnica de diagnostico por imagenes que utiliza ondas
sonoras de alta frecuencia para visualizar estructuras internas del cuerpo. Los
principios fisicos del ultrasonido se basan en la generacion y recepcion de ondas
sonoras mediante transductores piezoeléctricos, que convierten la energia
eléctrica en ondas sonoras, y viceversa (Soto et al., 2020). Estas ondas sonoras
se propagan a traves de los tejidos del cuerpo y se reflejan en las interfaces entre
diferentes tipos de tejidos, creando ecos que son captados por el transductor y

convertidos en imagenes (Diaz-Rodriguez et al., 2007).

La formacion del eco en las ecografias se basa en la emisién y recepcion de
ondas ultrasonoras. Estas ondas sonoras de alta frecuencia son emitidas por un
transductor y se propagan a través del cuerpo. Cuando las ondas encuentran una
interfaz entre dos tejidos con diferentes impedancias acusticas, una parte de la
onda es reflejada de vuelta al transductor, mientras que la otra parte continla
propagandose (Diaz-Rodriguez et al., 2007). La cantidad de eco reflejado
depende de la diferencia en las propiedades acusticas de los tejidos, como la
densidad y la velocidad del sonido (Smith et al., 2020). Este fendmeno permite la
visualizacion de estructuras internas del cuerpo en tiempo real, proporcionando

informacion crucial para el diagnostico médico (Williams, 2018).

El eco reflejado es captado por el transductor y convertido en sefiales eléctricas,
gue son procesadas para formar una imagen en la pantalla del ecégrafo. La
calidad de la imagen depende de varios factores, incluyendo la frecuencia de la
onda ultrasonora y la resolucion del sistema (Garcia-Garcia et al., 2019).
Ademas, la profundidad y el enfoque del transductor pueden ajustarse para
mejorar la claridad de la imagen en areas especificas (Luna, 2023). La ecografia
es una técnica no invasiva y segura, ampliamente utilizada en diversas
especialidades médicas, desde la obstetricia hasta la de cardiologia (Jones &
Brown, 2019).



2.3.2. Ecogenicidad

La ecogenicidad de los tejidos se refiere a la capacidad de estos para reflejar las
ondas de ultrasonido, lo que permite la formacidén de imagenes en una ecografia.
Los tejidos hipoecoicos reflejan menos ondas y aparecen mas oscuros en la
imagen, como es el caso de los musculos y algunos tumores (Diaz-Rodriguez et
al., 2007). Por otro lado, los tejidos hiperecoicos reflejan una mayor cantidad de
ondas, apareciendo mas brillantes, como los huesos y las calcificaciones (Smith
et al., 2020). Los tejidos anecoicos no reflejan ondas y se ven completamente
oscuros, tipicamente en estructuras llenas de liquido como los quistes (Williams,
2018). Finalmente, los tejidos isoecoicos tienen una ecogenicidad similar a la de
los tejidos circundantes, lo que dificulta su distincion en la imagen (Garcia-Garcia
et al., 2019).

2.3.3. Tipos de transductores

Un transductor de ultrasonido es un dispositivo que convierte la energia eléctrica
en ondas sonoras de alta frecuencia, y viceversa. Este proceso se basa en el
efecto piezoeléctrico, donde los cristales piezoeléctricos dentro del transductor
generan ondas sonoras cuando se les aplica una corriente eléctrica. Estas ondas
sonoras se reflejan en las estructuras internas del cuerpo y son captadas
nuevamente por el transductor, que las convierte en sefales eléctricas para

formar imagenes (Diaz-Rodriguez et al., 2007).

Transductores Lineales: Utilizados para estudios superficiales debido a su alta
resolucion. Generan una imagen rectangular y son ideales para examinar
estructuras como la piel, los musculos y los vasos sanguineos superficiales
(Alvarez et al., 2023). Algunos de los tipos principales de transductores se

mencionan a continuacion.

Transductores Convexos: también conocidos como transductores curvos, son
utilizados para estudios abdominales y obstétricos. Generan una imagen en
forma de abanico y permiten una mayor penetracién en los tejidos (Martinez et
al., 2007).



Transductores Sectoriales: proporcionan un formato de imagen triangular o en
abanico con una base de emision pequefa. Son ideales para estudios cardiacos

y en areas donde el acceso es limitado (Diaz-Rodriguez et al., 2007).

Transductores Endocavitarios: disefiados para ser insertados en cavidades del
cuerpo, como el recto o la vagina, para obtener imagenes detalladas de 6rganos
internos como la prostata o el ttero (Smith et al., 2020).

Transductores de Matriz Fasica: utilizados principalmente en ecocardiografia,
estos transductores permiten obtener imagenes de alta resolucioén del corazon en
movimiento, gracias a su capacidad para ajustar el enfoque y la direccién de las
ondas sonoras (Williams, 2018).

2.3.4. Ultrasonografia de vesiculas embrionarias

Las vesiculas embrionarias se observan en las imagenes de ultrasonido como
estructuras anecoicas, es decir, areas oscuras que no reflejan ondas sonoras,
debido a su contenido liquido (Hernandez et al., 2023). Durante los primeros dias
de gestacion, estas vesiculas pueden ser detectadas y monitoreadas para
evaluar el crecimiento y desarrollo del embrion (Salinas, 2002). En yeguas, por
ejemplo, el crecimiento diario de la vesicula embrionaria puede ser medido,
proporcionando informacion valiosa sobre la salud y viabilidad de la gestacion
(Moreno et al., 2015). La capacidad de visualizar y medir estas estructuras en
tiempo real permite a los veterinarios tomar decisiones informadas sobre el

manejo reproductivo y la intervencion temprana en caso de complicaciones.
2.3.5. Desarrollo embrionario en conejas

El desarrollo embrionario en conejas comienza inmediatamente después de la
fertilizacion, con la formacion de vesiculas embrionarias visibles, mediante
ultrasonografia a partir del dia 7 post-coito. Estas vesiculas, que inicialmente
miden alrededor de 3-4 mm de diametro, crecen aproximadamente 2 mm por dia,
alcanzando tamarfos de 10-12 mm para el dia 15 de gestacion (Pascual et al.,

2013). Durante este periodo, el embrién experimenta un desarrollo significativo,



con la formacion de los anejos fetales y la implantacion en el Utero (Schencke et
al., 2004). La nutricién y las condiciones ambientales juegan un papel crucial en
el desarrollo embrionario, ya que la suplementacion con acidos grasos
poliinsaturados y vitaminas puede mejorar la salud y el tamafio de las vesiculas

embrionarias (Barrén-Bravo et al., 2023)

2.4. Propiedades del té verde

2.4.1. Composicion quimica del té verde

El té verde es conocido por su rica composicion quimica, que incluye una
variedad de compuestos bioactivos con multiples beneficios para la salud. Entre
los componentes mas destacados se encuentran los polifenoles, especialmente
las catequinas, que representan aproximadamente el 30% del peso seco de las
hojas de té verde (Cabrera et al., 2006). Las catequinas mas abundantes son la
epigalocatequina galato (EGCG), la epicatequina galato (ECG), la
epigalocatequina (EGC) y la epicatequina (EC) (Graham, 1992). Estos
compuestos tienen potentes propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
anticancerigenas, lo que contribuye a los efectos beneficiosos del té verde en la

salud humana (Cabrera et al., 2006).

Ademéas de los polifenoles, el té verde contiene una variedad de otros
compuestos bioactivos; entre ellos se encuentran los alcaloides, como la cafeina,
la teobromina y la teofilina, que tienen efectos estimulantes sobre el sistema
nervioso central (Higdon & Frei, 2003). El té verde también contiene aminoacidos,
siendo la L-teanina el mas notable, ya que se ha demostrado que tiene efectos
relajantes y puede contrarrestar los efectos estimulantes de la cafeina (Kimura et
al., 2007). Otros componentes importantes incluyen vitaminas (como la vitamina
C y varias del complejo B), minerales (como el potasio y el magnesio) y
compuestos volatiles que contribuyen al aroma y sabor del té (Balentine et al.,
1997).

La composiciéon quimica del té verde puede variar dependiendo de varios

factores, como la variedad de la planta, las condiciones de cultivo, el



procesamiento y el almacenamiento (Chen et al., 2020). Por ejemplo, las hojas
frescas de té suelen tener concentraciones mas altas de catequinas y
aminoacidos en comparacion con las hojas mas maduras (Lin et al., 2003).
Ademas, el método de procesamiento, como el secado y la fermentacion, puede
afectar significativamente la concentracion de compuestos bioactivos en el té
verde (Wang et al., 2000). En resumen, la compleja composicion quimica del té
verde es responsable de sus multiples beneficios para la salud y su popularidad

como bebida funcional (Cabrera et al., 2006).

2.4.2. Efectos antioxidantes y antiinflamatorios

El t¢é verde es ampliamente reconocido por sus potentes propiedades
antioxidantes, que se deben principalmente a su alto contenido de polifenoles,
especialmente catequinas como la EGCG, la ECG, la EGC y la EC (Cabrera et
al., 2006). Estos compuestos actian neutralizando los radicales libres y
reduciendo el estrés oxidativo en el cuerpo, lo que puede prevenir el dafio celular
y reducir el riesgo de enfermedades cronicas, como el cancer y las enfermedades
cardiovasculares (Graham, 1992). Estudios han demostrado que el consumo
regular de té verde puede aumentar la capacidad antioxidante total del plasma,
lo que sugiere una mejora en la defensa antioxidante del organismo (Higdon &
Frei, 2003).

Ademas de sus propiedades antioxidantes, el té verde también posee efectos
antiinflamatorios significativos. Las catequinas del té verde pueden inhibir la
produccién de mediadores inflamatorios, como las citocinas y las enzimas
ciclooxigenasa-2 (COX-2), que estan involucradas en la respuesta inflamatoria
(Kim et al., 2007). La EGCG, en particular, ha mostrado ser efectiva en la
reduccion de la inflamacién al inhibir la activacién de factores de transcripcion,
como NF-kB, que regula la expresion de genes proinflamatorios (Singh et al.,
2011).
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2.4.3. Estrés

El estrés en los animales se define como la respuesta biologica a estimulos
adversos del entorno, que provoca ajustes fisioldgicos y metabdlicos para
mantener la homeostasis (Luna, 2023). Es una reaccion adaptativa a factores
estresantes, que puede inducir dafos patolégicos si es prolongado (Lanier,
2008). En el ganado, se manifiesta como una serie de respuestas fisioldgicas y
conductuales ante estimulos negativos, afectando su bienestar y productividad
(Otzen & Manterola, 2017). En animales domeésticos y de produccion, es una
respuesta a cambios en el entorno, que puede afectar su salud y comportamiento
(Rivadeneira, 2022). En general, es una respuesta inespecifica del organismo
ante condiciones adversas, que produce ajustes fisiologicos y metabdlicos
(Organizacion Mundial de la Salud, 2023).

2.4.4. Estrés en la gestacion

Durante la gestacidn, el estrés metabdlico en las conejas es un factor crucial que
puede influir tanto en la salud de la madre como en el desarrollo del feto. En
sistemas de produccidén semiintensiva, las conejas gestantes pueden enfrentar
retos nutricionales y ambientales que aumentan el estrés metabdlico. Este tipo
de estrés se caracteriza por un desequilibrio en la homeostasis energética y
puede manifestarse a través de alteraciones en los niveles hormonales y en los

indicadores de estrés oxidativo (Fernandez-Pacheco et al., 2019).

El tamafio de la camada también puede verse afectado por el estrés oxidativo.
Investigaciones han demostrado que niveles elevados de estrés oxidativo
durante la gestacion pueden reducir el nUmero de crias nacidas vivas, debido a
una mayor incidencia de mortalidad embrionaria y fetal. La exposicion a factores
estresantes, como la mala nutricion y las condiciones ambientales adversas,
puede exacerbar estos efectos, disminuyendo el tamafio de la camada (Mayorga-
Aldaz et al., 2023).

El peso al nacimiento es otro parametro influenciado por el estrés oxidativo. La

exposicidn a altos niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) durante la

11



gestacion puede resultar en un menor peso al nacimiento, ya que el estrés
oxidativo puede interferir con el suministro de nutrientes y oxigeno al feto (Saez,
2014).

Ademas, el estrés oxidativo puede tener efectos duraderos en la salud de los
conejos. Los conejos nacidos de madres expuestas a altos niveles de estrés
oxidativo durante la gestacion pueden presentar un mayor riesgo de desarrollar
enfermedades metabdlicas y cardiovasculares en la vida adulta; esto subraya la
importancia de controlar el estrés oxidativo durante la gestacion, para asegurar

la salud a largo plazo de los animales (Gutiérrez, 2023).

En conclusion, el estrés oxidativo durante la gestacion en conejos puede tener
efectos significativos en el crecimiento fetal, tamafio de camada y peso al
nacimiento. La gestion adecuada de los factores que contribuyen al estrés
oxidativo es esencial para mejorar los resultados reproductivos y la salud de los
conejos (Mayorga-Aldaz et al., 2023; Saez, 2014). La implementacién de
estrategias antioxidantes puede ser una herramienta eficaz para mitigar estos

efectos, y promover la salud y el bienestar de los animales (Gutiérrez, 2023).

2.4.5. Estudios previos sobre el uso de té verde en animales

Diversos estudios han explorado los efectos del té verde en animales,
destacando sus propiedades antioxidantes y protectoras. Por ejemplo, una
investigacién en ratones mostré que los antioxidantes del té verde, como las
catequinas y el kaempferol, pueden reducir significativamente la formacién de
micro-nucleos y la apoptosis en células expuestas a cromo (VI) (Carvente, 2014).
Otro estudio en conejos suplementados con polifenoles de té verde reveld
mejoras en el comportamiento sexual, la calidad del semen y el potencial
reproductivo, sugiriendo que estos compuestos pueden tener efectos

beneficiosos en la reproduccion animal (Mentado, 2022).
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2.4.6. Suplementaciéon con antioxidantes durante la gestacion

La suplementacion con antioxidantes durante la gestacion ha demostrado ser
beneficiosa para mejorar la salud y el rendimiento reproductivo de estos
animales. Los antioxidantes, como las vitaminas C y E, juegan un papel crucial
en la neutralizacién de los radicales libres y la reduccién del estrés oxidativo, que
puede afectar negativamente el desarrollo fetal y la salud materna (Mufioz, 2023).
Investigaciones han mostrado que la suplementacién con vitamina E puede
mejorar la calidad del calostro y aumentar el peso al nacimiento de las crias, lo
cual es esencial para su supervivencia y crecimiento (Parraguez & Sales, 2023).
Ademas, la vitamina C, conocida por sus propiedades antioxidantes, puede
ayudar a mantener la integridad de las membranas celulares y mejorar la

respuesta inmune en conejas gestantes (Hernandez, 2024).

La combinacién de estos antioxidantes no solo protege contra el dafio oxidativo,
sino que también puede mejorar la eficiencia reproductiva. Por ejemplo, la
suplementacién con quercetina, un flavonoide con potentes propiedades
antioxidantes, ha mostrado mejorar la calidad seminal y el comportamiento
reproductivo en conejos bajo estrés caldrico (Naseer et al., 2020). Ademas, la
suplementacion con 3-caroteno, un precursor de la vitamina A, puede mejorar la
produccion de antioxidantes enddgenos y reducir el estrés oxidativo en conejas
gestantes (Vicente et al., 2013). Estos hallazgos sugieren que la suplementacién
con antioxidantes puede ser una estrategia efectiva para mejorar la salud y el
rendimiento reproductivo en conejas gestantes, contribuyendo a una mayor

productividad y bienestar animal.

Hernandez (2020) concluyd que la suplementacion con vitamina E o B-caroteno
en conejas nuliparas mejora significativamente el desarrollo y crecimiento de las
vesiculas uterinas. Las conejas que recibieron estos suplementos mostraron un
aumento notable en el volumen y area de las vesiculas en comparacion con el
grupo control. Estos resultados sugieren que tanto la vitamina E como el B-

caroteno pueden ser utilizados como suplementos efectivos para mejorar la salud
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reproductiva en conejas, promoviendo un ambiente uterino mas favorable para el

desarrollo embrionario.
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3. SUPLEMENTACION CON EXTRACTO DE TE VERDE EN CONEJOS
REPRODUCTORES Y DESARROLLO DE VESICULAS UTERINAS EN
DIFERENTES ESTADIOS DE GESTACION

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar los efectos de la suplementacion de
extractos de té verde alto en polifenoles en los diametros, volimenes y areas de
las vesiculas uterinas a los 14, 17 y 21 dias de gestacién, mediante
ultrasonografia en tiempo real. Ochenta conejas Nueva Zelanda Blanco de
diferentes edades fueron asignadas aleatoriamente a cuatro tratamientos
experimentales: 1) con extracto de té verde tanto en hembras como en machos;
2) con extracto en hembras, pero no en machos; 3) sin extracto en hembras, pero
suplemento en machos; y 4) sin extracto tanto en hembras como en machos
(grupo control). El disefio experimental fue completamente al azar con 20
repeticiones por tratamiento, en donde la unidad experimental fue la coneja. La
dosis del extracto administrada fue 75 mg kg de peso vivo, diluida en 150 mL
de agua, cinco dias por semana distribuida en bebederos semi-automaticos. Del
total se evaluaron Unicamente aquellas conejas que completaron dos partos
(n=39), quedando los tratamientos 1, 2, 3 y 4 conformadas por 9, 9, 10 y 11
ejemplares. Las vesiculas uterinas fueron evaluadas utilizando un ecégrafo en
tiempo real (UTR) modo-B con un transductor microconvexo de 5 Mhz. Se
encontraron efectos de interaccion (p<0.001) entre el tipo de suplementacion en
hembras y el tipo de suplementacion en machos, en los didmetros, volumenes y
areas de las vesiculas uterinas. Las dimensiones vesiculares en conejas
suplementadas con té verde e inseminadas artificialmente con semen
proveniente de machos también suplementados fueron muy superiores
comparados con los demés tratamientos. En conclusion, la suplementacion con
extractos de té verde en conejas con un programa de inseminacién artificial
mejora el comportamiento y la eficiencia reproductiva de las conejas. Ademas, el
crecimiento y desarrollo de las vesiculas uterinas se ve incrementado
significativamente cuando se administra tanto en hembras como en machos.

Palabras clave: Extracto de té verde, vesiculas uterinas, comportamiento
reproductivo, conejos.
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3. GREEN TEA EXTRACT SUPPLEMENTATION IN BREEDING RABBITS
AND UTERINE VESICLE DEVELOPMENT AT DIFFERENT STAGES OF
GESTATION

Abstract

The objective of the present study was to evaluate the effects of supplementation
with green tea extract high in polyphenols on the diameters, volumes, and areas
at 14, 17, and 21 days of gestation using real-time ultrasonography. Eighty New
Zealand White rabbits of different ages were randomly assigned to four
experimental treatments: 1) with green tea extract in both females and males; 2)
with extract supplementation in females only, but not in males; 3) no extract in
females but supplementation in males; and 4) no extract in either females and
males (control group). The experimental design was completely randomized with
20 replicates per treatment, where the experimental unit was the doe. The
administered dose of the extract was 75 mg kg-1 of live weight, diluted in 150 mL
of water, five days per week, and distributed through semi-automatic drinkers.
Only those does that completed two parturitions were evaluated (n=39), with
treatments 1, 2, 3, and 4, consisting of 9, 9, 10, and 11 animals. Uterine vesicles
were evaluated using a B-mode real-time ultrasound scanner (RTU) with a 5 Mhz
microconvex transducer. Interaction effects (p<0.001) were found between the
type of supplementation in females and the type of supplementation in males on
diameters, volumes, and areas. Vesicular dimensions in green tea-supplemented
does artificially inseminated with semen from supplemented males were much
higher compared to the other treatments. In conclusion, supplementation with
green tea extracts in an artificial insemination program enhances behavior and
reproductive efficiency or rabbit does. Also, the growth and development of
uterine vesicles are significantly increased when the extract is administered to
both females and males.

Keywords: Green tea extract, rabbits, reproductive behavior, uterine vesicles.
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3.1. Introduccion

La gestacion es un estado caracterizado por un incremento, estrictamente
regulado, de los procesos oxidativos en la madre y en el producto de la
concepcion, determinado por un aumento en el consumo de oxigeno, y por la
utilizacion de algunas especies reactivas de oxigeno en varios procesos celulares
importantes para el desarrollo materno-fetal. El desbalance, a corto o largo plazo,
del equilibrio antioxidante/prooxidante provoca un estrés oxidativo y dafio a
biomoléculas, pérdida de sus funciones y muerte celular, afectando la evolucién

normal de la gestacion y crecimiento del feto (Corria & Cruz, 2009).

El té verde (Camellia sinensis) es un antioxidante de origen natural por su
contenido de polifenoles, particularmente de catequinas (Vishnoi et al., 2018).
Existe poca informacion acerca del uso de té verde como antioxidante en la
produccion de conejos, y su repercusion en el crecimiento fetal. Por lo tanto, el
objetivo de este estudio es evaluar, mediante ultrasonografia, el crecimiento de
vesiculas uterinas en conejas suplementadas con té verde, antes y durante la

gestacion.

3.2. Materiales y métodos

El estudio se realizd en “Conejos” Centro de Investigacion Cientifica de México
A. C. (COCICEMAC), localizado en San Miguel Coatlinchan, Texcoco, Estado de
México, con coordenadas 19° 45" Ny 98° 87" O, y con 2137 msnm; temperatura

media anual de 15.9 °C y precipitacién de 645 mm.

3.2.1. Animales, tratamientos y disefio experimental

El presente estudio fue conducido en COCICEMAC, para evaluar los efectos de
suplementar extractos de té verde altos en polifenoles tanto en hembras como en
machos, en el comportamiento sexual y reproductivo de conejas inseminadas
artificialmente. Ochenta conejas de la raza Nueva Zelanda Blanco fueron
asignadas completamente al azar a uno de cuatro tratamientos experimentales:
1) con extracto de té verde tanto en hembras como en machos; 2) con extracto

en hembras, pero no en machos; 3) sin extracto en hembras, pero si en machos;
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y 4) sin extracto tanto en hembras como en machos (grupo control). El disefio
experimental fue completamente al azar con 20 repeticiones por tratamiento, en
donde la unidad experimental fue la coneja. El experimento inicié el 3 de agosto
de 2024 vy finalizé el 21 de septiembre de 2024. El extracto de té verde fue
administrado en el agua de bebida en bebederos semi-autométicos individuales,
tanto a hembras como a machos, a una dosis de 75 mg/kg de peso vivo diluidos
en 150 mL de agua de bebida. La administracion del suplemento fue realizada
durante cinco dias a la semana, de lunes a viernes, durante un periodo de seis
meses, en donde de uno a dos partos fueron obtenidos por coneja. Las
reproductoras, fueron evaluadas mediante ultrasonografia en tiempo real para
determinar los diametros, volimenes y areas de las vesiculas uterinas a los 14,
17 y 21 dias de gestaciéon. De toda la informacion recabada de las 19, 16, 18 y
18 conejas que finalizaron el periodo experimental de referencia (n = 71); para el
presente estudio Unicamente se consideraron en los andlisis estadisticos a
aguellas conejas que completaron dos partos; las cuales fueron 9, 9, 10y 11 para
los tratamientos 1, 2, 3 y 4, respectivamente. En donde el primer parto fue el
producto de conejas primiparas o multiparas abiertas, y el segundo de conejas
bajo un ritmo de reproduccién semi-intensivo al ser inseminadas artificialmente a

los 10-12 dias post-parto.

3.2.2. Medio ambiente e instalaciones

Los animales fueron alojados en una unidad de ambiente natural provista con
aislamiento térmico, tanto en el techo como en las paredes y ventanas laterales
abiertas. Las conejas se mantuvieron individualmente en jaulas metélicas
galvanizadas tipo europeo de 75 cm de largo x 30 cm de alto x 55 cm de ancho,
dispuestas en un sistema flat-deck o en linea. Las jaulas estuvieron provistas de
bebederos automaticos tipo tetina, y comederos de tolva tipo inglés con una
capacidad de 1.5 kg de alimento. Hembras y machos recibieron luz natural

durante el experimento.
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3.2.3. Manejo alimenticio

Hembras y machos fueron alimentadas con un pienso comercial peletizado
(Conejo Reproductor Unién, Tepexpan®) con un contenido nutricional de 17.4%
de proteina cruda, 5.3% de grasa, 15.0% de fibra cruda, 88 % de materia secay
2608 kcal de energia digestible. El alimento balanceado estuvo provisto de
minerales, oligoelementos, vitaminas del complejo B, vitaminas liposolubles
incluyendo vitaminas A, Ds, E y Ks, absorbentes de micotoxinas, acidificantes,
saborizantes naturales y antioxidantes, de acuerdo con las especificaciones de
la empresa. Conejas reproductoras desde el momento de la inseminaciéon
artificial hasta la palpacion, a los 10 dias, fueron restringidas a 150 g por dia.
Conejas diagnosticadas, a la palpacion, negativas continuaron bajo restriccion,
mientras que aquellas gestantes y lactantes recibieron la alimentacién ad-libitum.

Los conejos machos fueron restringidos todo el tiempo a 150 g por dia.

3.2.4. Manejo sanitario

Medidas preventivas higiénicas sanitarias antes de iniciar la investigacion fueron
aplicadas en las unidades de maternidad y de sementales, las cuales consistieron
en el flameado, lavado a presiéon y desinfeccién de jaulas utilizando sales
cuaternarias de amonio (Bactosan Spray; Quimica pH). Ademas, los
reproductores fueron sometidos a un plan profilactico para prevenir
enfermedades mas comunes bacterianas y parasitarias en los conejos. En donde
en un primer dia se desparasitaron con 0.1 mL de Ivermectina (Econovet)
administrada subcutaneamente, y para el segundo dia y durante cinco dias
consecutivos adicionales se les proporcion6é en el agua de bebida 8 mg de
sulfamonometoxina soédica y 1.6 mg de trimetoprim por kg?' de peso vivo
(Daimetoprim, Sanfer) a una dosis de 75 mg kg?. Posteriormente, a este
tratamiento y por tres dias consecutivos se les adicion6 a las conejas 1 g L de
agua de Vitafort A (Parfarm) como reconsituyente. Las deyecciones fueron
removidas cada semana del piso de cemento con pendientes, seguido de lavado

con agua.
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3.2.5. Manejo reproductivo

Las conejas fueron sometidas a un programa de inseminacion artificial (1A),
empleando semen homoespermatico. La IA se realizo los dias lunes y viernes de
cada semana. Conejas primiparas y multiparas se inseminaron artificialmente,
mientras que las lactantes a los 10-12 dias después del parto. Veinticuatro horas
antes de la IA, las conejas eran cambiadas de lugar y jaula como estrategia para
sincronizar estros. La coleccion de semen se realizé utilizando una vagina
artificial disefiada para conejos, de acuerdo con la metodologia de Walton (1945).
En un dia de inseminacion, dos eyaculados de cada macho eran colectados y
mantenidos en Bafio Maria a 32 °C para su evaluacion. Los eyaculados fueron
evaluados utilizando el sistema de analisis de semen computarizado (CASA
IVOS II, v 1.7, Hamilton Thorne Research, Beverly, MA), lo que garantiz6 que
cada una de las dosis de 0.8 mL por coneja contuviera 10 x 10° de
espermatozoides vivos normales motiles progresivos. El semen se diluy6 a tasas
de dilucién indicadas por el Sistema CASA en una solucion buffer salina fosfatada
(Dulbecco; Oxoid Inc., UK). La técnica de inseminacion fue realizada de acuerdo
con la metodologia individual descrita por De Lara (1996), sujetando a la coneja
en posicion supina y utilizando una pipeta de pyrex tipo inglesa. Inmediatamente
después de la IA, las conejas fueron inducidas para la ovulacién administrando

intramuscularmente 20 pg de un analogo de GnRH (Gonadorelina, Sanfer)
3.2.6. Manejo y administracion de extractos de té verde

Se utilizé un extracto en polvo estandarizado en base seca de hojas de Camelia
sinensis con un contenido del 90% de polifenoles (metabolika, extractos product),
mismo que fue administrado tanto a hembras como a machos. Los conejos bajo
suplementacioén recibieron los extractos antes de iniciar la actividad reproductiva
como periodo de adaptacion durante un mes. Los extractos se administraron de
lunes a viernes, seguido de dos dias de descanso a una dosis de 75 mg kg de
peso vivo diluida en 150 mL de agua de bebida contenida en bebederos semi-
automaticas graduados y acondicionados a las jaulas. Para calcular la dosis con

base en los pesos vivos por una semana, tanto los machos como las hembras
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bajo suplementacion eran pesados los dias sdbados con una bascula digital. Las
cantidades a proporcionar fueron pesadas utilizando una bascula electrénica. Los
conejos eran provistos del extracto y dosis en los dias programados entre las
7:00 y 8:00 h, y la determinacion del consumo del extracto diluido en agua se

realizaba a las 15:00 h.

3.2.7. Procedimientos de manipulacién y ultrasonografia en tiempo real

Para realizar la ecografia de las vesiculas uterinas se utilizé6 un Ecografo en
tiempo real (UTR) modo-B de la marca DP-10 Vet (Mindray Company), con un
transductor microconvexo de 5 Mhz y provisto con un Software especializado
para el congelamiento de imagenes, lo que facilitd la medicion de las vesiculas
uterinas. Se utilizé alcohol etilico al 90% como medio de contacto entre la sonda
y la piel de la coneja, con la finalidad de evitar realizar la tricotomia de la zona
abdominal de la coneja, reduciendo el estrés por el manejo. Las mediciones se
realizaron a los dias 14, 17 y 21 de gestacion.

La operadora del ultrasonido sentada en una silla ponia a las conejas en posicion
supina, colocando las extremidades toracicas y la cabeza de la coneja entre el
costado y el brazo izquierdo de la operadora. Con la mano izquierda se sujetaba
la extremidad pélvica izquierda de la coneja para controlar el movimiento durante
el examen. Con la mano derecha se aplica el alcohol con ayuda de un atomizador
y posterior a la aplicaciéon del alcohol con la misma mano se manipulaba el

transductor y teclado del ultrasonido.

El transductor se colocé sobre la piel de la coneja craneal al hueso del pubis en
un plano sagital, y deslizandolo en direccion caudo-craneal del lado derecho y

del lado izquierdo para evaluar ambos cuernos uterinos.
3.2.8. Variables de respuesta

Las variables de respuesta fueron el diametro (cm), volumen (cm?) y area (cm?)
de las vesiculas uterinas. El diametro fue medido por la distancia entre dos puntos

de las vesiculas uterinas. El volumen de la vesicula fue el equivalente a cuatro
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tercios de su radio a la tercera potencia multiplicada por 3.141592 (V=4/31TR3), y
el &rea y perimetro de una regién cercana como la medida del tamafio de la
region superficial fue expresada en unidades que son cuadradas (A=41TR?). Las
mediciones realizadas fueron en modo bidimensional (2D). Las dimensiones
morfomeétricas de las vesiculas uterinas fueron determinadas los dias 7, 14,y 21
de gestacion; se contaron y midieron el mayor niumero posible de vesiculas

uterinas para cada coneja y evaluacion.
3.2.9. Andlisis estadisticos

Las dimensiones de las vesiculas uterinas evaluadas se sometieron a un analisis

de varianza considerando el siguiente modelo aditivo lineal:

Yijiu = H+SH;+ SM; + DG+ (SH + SM);j + (SH * DG+ (SM * DGy + by (Xijaa — X) + bo(Xijra — X) +&4ja

Donde: Yik es la variable de respuesta; u es la media general; SH; es el efecto
fijo del i-ésimo tipo de suplementacién en conejas (i = con té verde , sin); SM; es
el efecto fijo del j-ésimo tipo de suplementacién en conejos machos (j = con té
verde, sin); DGk es el efecto fijo del k-ésimo dia de gestacion (k =7, 14, 21 dias);
(SH*SM)j es la interaccion entre el tipo de suplementacion en hembras y el tipo
de suplementacién en machos; (SH*DG)i es la interaccidn entre suplementacion
en hembras y dias de gestacion; (SM*DG)i; es la interaccién entre tipo de
suplementacién en machos y dias de gestacién; b; es el coeficiente de regresion
lineal de la covariable orden de parto; b2 es el coeficiente de regresion lineal de
la covariable peso de la coneja al momento de la ultrasonografia; y &iw, es el
residual ~NI(0,c%).

Las covariables asi como las interacciones que no tuvieron un efecto significativo
(p>0.05) para cualquiera de las variables de respuesta evaluadas, fueron
eliminadas del modelo final. Las variables se analizaron mediante cuadrados
minimos utilizando el procedimiento PROC MIXED de (SAS, 2016). La

comparacion de medias se realizé mediante la prueba de Tukey.

26



3.3. Resultados y discusién

En el presente estudio, complementario a otra investigacion, se analizo la
informacion proveniente de 39 conejas de la raza Nueva Zelanda Blanco que
completaron dos partos consecutivos. En donde se encontré que las tasas de
receptividad sexual fueron superiores (p=0.06) en conejas suplementadas con
extractos de té verde (0.70 + 0.07) comparadas con aquellas sin el suplemento
(0.52 £0.07), y que las tasas de partos para el primer y segundo caso fueron 0.79
+ 0.04 y 0.84 = 0.03, sin detectarse diferencias estadisticas (p=0.236). Los
antecedentes de tamafios y pesos de las camadas al nacimiento relacionadas a
la suplementacién o no de extractos de té verde tanto en hembras como en
machos y sus interacciones se muestran en el Cuadro 1. En donde se puede
observar que los tamafios y pesos de las camadas al nacimiento fueron
influenciadas (p<0.05) por el tipo de suplementacion en conejas reproductoras.
Conejas bajo suplemento con té verde produjeron en promedio 2.2 mas gazapos
nacidos totales (+35.3%) y pesos totales de las camadas superiores en 67 g
(+16.9%) con respecto a las conejas no suplementadas. Dados los tamafios de
camada mayores en las primeras, los pesos individuales de los gazapos al
nacimiento se vieron disminuidos en 8.7 g, lo que corresponde a un decremento
del 15.3%. No se encontraron efectos (p>0.05) del tipo de suplementacion en
conejos machos, en el nUmero de gazapos, y en los pesos totales al parto. Sin
embargo, se observo que los pesos individuales de los gazapos al nacimiento en
conejas reproductoras mostraron cierta tendencia (p=0.183) a ser mas pesados
(+4.0 g; +6.8%) cuando los conejos machos fueron suplementados con té verde.
Efectos de interaccién entre el tipo de suplementacién en hembras y el tipo de

suplementacion en machos no fueron detectados (p>0.05).

Se evaluaron, mediante ultrasonografia, un total de 940 casos de medidas
repetidas de vesiculas uterinas, determinadas a los 14, 17 y 21 dias de gestacion.
Todos los conejos reproductores, tanto hembras como machos, bajo
suplementacién con extractos de té verde, se adaptaron y consumieron en su

totalidad los suplementos proporcionados en el agua de bebida cada dia. En el
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Cuadro 2 se muestran los estadisticos descriptivos y coeficientes de variacion

para los pesos de las conejas y las variables de respuesta evaluadas.

Cuadro 1. Medias de cuadrados minimos (z error estandar) para el efecto de
suplementacién con extracto de té verde tanto en hembras como en machos, e
interacciones para los tamafos y pesos de la camada al parto en conejas

NuevaZelanda Blanco.

Factor N Nacidos

totales/parto
1

Peso total de la
camada al parto

Peso promedio
individual al parto

(9)* (9 *?
Té verde en hembras (H)
Con (1) 36 8.50+0.44% 462.5+ 23.6% 56.7 + 2.15°
Sin (2) 43 6.28 £0.40° 395.5 +21.6° 65.4+1.972
Valor - p 0.0004 0.039 0.004
Té verde en machos (M)
Con (1) 39 7.46+0.43 4440 £ 22.8 63.0 + 2.07
Sin (2) 40 7.32+042 4140+ 225 59.0 £ 2.05
Valor -p 0.831 0.352 0.183
Interaccion entre factores
1H 1M 18 8.39x+0.62 484.6 + 33.4 61.0 £ 3.04
1H2M 18 8.61%0.62 440.5+ 334 52.4 + 3.04
2H1IM 21 6.52+0.58 403.4 £ 30.9 65.0 £ 2.82
2H2M 22 6.04 £0.57 387.5%+ 30.2 65.7 £ 2.75
Valor - p 0.561 0.660 0.114

1-Orden de parto utilizado como covariable (p<0.05).

2 - Peso de la coneja al parto utilizada como covariable (p<0.01).

a _ | etras con el mismo superescrito en la misma columna son diferentes (p<0.01).
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Cuadro 2. Estadisticos descriptivos y coeficientes de variacion para pesos de la
coneja y dimensiones de las vesiculas uterinas en conejas Nueva Zelanda
Blanco.

Variable N Media DE Minimo Méaximo CV

Pesos de la hembras (g) 940 4244.0 396.8 3320.0 5355.0 9.4

NUmero de vesiculas 940 2.67 1.35 1.0 6.0 50.4
Diametro (cm) 940 2.75 0.67 1.6 8.9 24.4
Volumen (cm?3) 940 8.03 4.39 1.61 29.25 547
Area (cm?) 940 5.04 1.91 1.78 12.15 37.9

DE . Desviacion estandar; ¢V - Coeficiente de Variacion.

Las conejas fueron monitoreadas con precisidbn, mediante un equipo de
ultrasonografia en tiempo real. En una imagen de ultrasonido, las vesiculas
embrionarias se observaron cOmo estructuras anecoicas, es decir, areas oscuras
rodeadas por un borde ecogénico, que representa el corion (Gonzélez, 2019;
Ronquillo-Bustamante et al., 2021). Los promedios y errores estandar para el
ndmero de vesiculas localizadas y evaluadas para los tratamientos 1 (1 1), 2 (1
2),3(21),y4 (2 2)fueron 2.69 + 0.09, 2.76 + 0.09, 2.65 + 0.08 y 2.60 + 0.08,

respectivamente.

Las interacciones entre el tipo de suplementacion en hembras y el tipo de
suplementaciéon en machos con los dias de gestacion para las variables de
respuesta evaluadas no fueron importantes (p>0.05), por lo que fueron
eliminadas del modelo final. Los efectos del tipo de suplementacién, tanto en
hembras como en machos, dias de gestacion, y la interaccion entre el tipo de
suplementacién en hembras y en machos para las caracteristicas morfométricas

de las vesiculas uterinas se muestran en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Medias de cuadrados minimos (x error estandar) para los efectos de
tipo de suplementacion en reproductores, dias de gestacion e interaccion entre
tipo de suplementacion en hembras y tipo de suplementacion en machos en las
caracteristicas morfométricas de las vesiculas uterinas en conejas Nueva
Zelanda Blanco.

Diametro Volumen Area
Factor N (cm)* (cm3)*° (cm?)*°
Té verde en hembras (H)
Con 1 441 2.75+0.02 8.06+0.11 5.03+0.04
Sin 2 499 2.73+0.02 7.8410.11 4.97+0.04
Valor — p 0.302 0.171 0.335
Té verde en machos (M)
Con (1) 469 2.78+0.022 8.27+0.112 5.14+0.042
Sin (2) 471 2.69+0.02° 7.63+0.11P 4.8620.04°
Valor - p 0.0001 0.0001 0.0001
Dias de gestacion
14 306 2.11+0.02¢ 4.0420.14¢ 3.1620.05¢
17 309 2.65+0.02P 7.21+0.14P 4.750.05°
21 325 3.45+0.022 12.6+0.132 7.10+0.05?
Valor - p 0.0001 0.0001 0.0001
Interaccién entre factores
1H 1M 218 2.83+0.022 8.67+0.162 5.28+0.062
1H 2M 223 2.66+0.02P 7.44+0.16P 4.78+0.06°
2H 1M 251 2.73+0.02¢ 7.87+0.15¢ 5.00+0.06¢
2H 2M 248 2.71+0.02¢ 7.81+0.15¢ 4.95+0.06¢
Valor - p 0.003 0.0002 0.0003

* - Peso de la coneja al momento de evaluacion con ultrasonografia usada como covariable
(p<0.01).

° - Orden de parto de la coneja usada como covariable (p<0.01).

abc - | etras con diferentes superescritos en la misma columna son diferentes (p<0.01).
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La covariable peso de la coneja al momento de la evaluacién por ultrasonografia
fue importante (p=0.0004) para el diametro de las vesiculas, por lo que esta
variable fue ajustada a un peso estandar de 4243 g. Asimismo, las covariables
orden de parto y peso de la coneja al momento de la evaluacion mostraron influir
(p=0.0001) en los volumenes y areas de las vesiculas uterinas, y por lo tanto
ajustadas a un orden de parto y pesos de las conejas estandares de 1.53 y 4243

g, respectivamente.

Los promedios de cuadrados minimos mas error estandar para los diametros,
volumenes y areas vesiculares uterinas de las conejas en el presente estudio
fueron 2.73 £ 0.02 cm, 7.95 + 0.11 cm®y 5.00 + 0.04 cm?, respectivamente. No
se detectaron efectos (p>0.05) del tipo de suplementacion en conejas
reproductoras inseminadas artificialmente en los diametros, volimenes y areas
de las vesiculas uterinas. No obstante, los volimenes vesiculares de conejas con
té verde mostraron cierta tendencia (p=0.171) a aumentar en sus dimensiones
en 0.22 cm® (+2.8%) comparadas con las no suplementadas. Ademas, se
encontré que las caracteristicas morfométricas de las vesiculas uterinas de las
conejas fueron influenciadas (p=0.0001) por el tipo de suplemento en machos.
Los diametros, volimenes y areas vesiculares en conejos machos
suplementados con té verde fueron en promedio superiores en 0.09 cm, 0.64 cm?
y 0.28 cm? con respecto a machos sin suplemento. Lo que corresponde a

incrementos porcentuales de 3.3, 8.4 y 4.7%, respectivamente.

Las caracteristicas morfométricas de las vesiculas uterinas de las conejas fueron
afectadas (p=0.0001) por los estadios de gestacion evaluados. Las dimensiones
de estas estructuras incrementaron (p=0.0001) conforme los dias de gestacion
avanzaron. Un resumen de la forma en que las dimensiones morfométricas
vesiculares varian entre estadios de gestacion en magnitud y porcentualmente
es mostrado en el Cuadro 4. Los aumentos promedios en los diametros,
volimenes y areas para el intervalo de 14 a 21 dias de gestacion fueron de 1.34
cm, 8.56 cm?®y 3.94 cm?, que corresponden a incrementos porcentuales de 63.5,

211.9y 124.7%, respectivamente.
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Cuadro 4. Incrementos promedios totales, diarios y porcentuales en las
dimensiones morfométricas de vesiculas uterinas de conejas reproductoras entre
intervalos de dias de gestacion.

Incremento total Incremento diario Incremento total

Variable por intervalos por periodos por periodos (%)
Diametro (cm)

14 - 17 0.54 0.18 25.6

17-21 0.80 0.20 30.2

14-21 1.34 0.19 63.5
Volumen (cm?3)

14 - 17 3.18 1.06 78.5

17 -21 5.39 1.34 74.8

14 - 21 8.56 1.22 211.9
Area (cm?)

14 -17 1.59 0.53 50.3

17-21 2.35 0.59 49.7

14 -21 3.94 0.56 124.7

No obstante no haberse encontrado diferencias entre el tipo de suplementacion
en hembras sobre las caracteristicas morfométricas evaluadas, se detectaron
efectos de interaccion (p<0.001) entre tipos de suplementacién en conejas y tipos
de suplementacion en conejos machos en las caracteristicas morfométricas de
las vesiculas uterinas. Los diametros de las vesiculas en las conejas
suplementadas con té verde e inseminadas artificialmente con semen de machos
bajo suplemento (1 1) fueron superiores estadisticamente en 6.4% con respecto
a las conejas suplementadas e inseminadas con semen de machos sin té verde

(1 2). Mientras que los valores en los didametros para el caso de las conejas sin
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té verde e inseminadas con semen de machos suplementados (2 1) o no (2 2)
fueron similares, pero estadisticamente diferentes comparados con los diametros
vesiculares observados en conejas para los tratamientos 1 1 y 1 2 bajo el régimen
de suplementaciéon. Los diametros mas bajos de 2.66 + 0.02 observados en
conejas suplementadas con té verde e inseminadas con semen de machos sin
suplemento (1 2) fueron inferiores en 6.39, 2.63 y 1.88% con respecto a

tratamientos 11,2 1y 2 2.
Discusion complementaria

Las conejas fueron monitoreadas durante la gestacion para valorar cambios en
las dimensiones y tasas de crecimiento de las vesiculas uterinas, utilizando un
transductor microconvexo integrado al equipo de ultrasonografia. Nuestro estudio
corrobora que la ultrasonografia en tiempo real constituye un método de
valoracién preciso no invasivo en la evaluacion de las -caracteristicas
morfométricas dimensionales de vesiculas uterinas in vivo en conejas. El
entendimiento de los cambios anatomicos, fisiolégicos y morfologicos que
ocurren durante los procesos de ovulacion, desarrollo de ovocitos, fertilizacion,
desarrollo embrionario y fetal en la coneja es relevante en la interpretacion de los
resultados obtenidos. De particular importancia es la comparacion de nuestros
resultados con otras fuentes de informacion disponibles sobre las dimensiones y
desarrollo de las vesiculas uterinas en los dias de gestacion evaluados y cambios

relacionados que se presentan con la suplementacion con extractos de té verde.

La fertilizacion se lleva a cabo en el oviducto, conducto que conecta el Gtero con
el ovario y es esencial para el transporte de los gametos, la fecundacién y el
desarrollo temprano del embrién. En conejas, el oviducto mide entre 8.0 y 13.5
cm, y estd compuesto por tres capas de musculo liso, una capa serosa y una
mucosa con pliegues complejos que varian a lo largo de su longitud (Brundin &
Wirsén, 1964; Owman & Sjoberg, 1966; Foley & Johnson, 1974). La mucosa se
compone de un epitelio pseudoestratificado formado por dos tipos de células:
células ciliadas y células secretoras de factores proteicos que facilitan el

transporte de los espermatozoides y proporcionan los medios adecuados para la

33



capacitacion espermética, asi como para sostener el desarrollo normal de los
ovocitos y embriones. La fertilizacion en las conejas ocurre dentro de las 10 a 12
horas post coitum. Fischer et al. (2012) sefialan que para el dia cuatro después
de la cubricién, los embriones ya han ingresado al Utero en donde continuaran su
desarrollo embrionario y fetal. Niakan et al. (2012) también destacan este proceso
en sus estudios. Schencke et al. (2004) describen que la interaccion entre el feto
y la madre es crucial para una gestacion exitosa, ya que después de la
implantacion, el trofoblasto invade la decidua estromal superficial del Utero,
rompiendo las paredes endoteliales de las arterias para acceder a la circulacion
materna; este proceso implica la migracion del trofoblasto entre los vasos
sanguineos y su incorporaciéon en las paredes arteriales, reemplazando el
endotelio, la invasion endovascular y la remodelacién de la cama placentaria
donde se requiere una regulacion precisa y una comunicacion estrecha entre el

desarrollo de la unidad fetoplacental y la vasculatura endometrial.

Otros autores hacen referencia de que la gestacion en conejas se divide en tres
fases principales: a) fertilizacion de los ovocitos, desarrollo embrionario
preimplantacional e implantacion, y que estos procesos fisiolégicos ocurren
durante los primeros 7 dias de gestacién; b) placentacién y organogénesis fetal,
entre los dias 8 y 21, y c¢) crecimiento exponencial del feto desde el dia 22 al 31
(Anderson & Henck, 1994).

En conejas, existe poca informacion sobre las caracteristicas morfométricas y
dimensiones de las vesiculas uterinas determinadas in vivo mediante
ultrasonografia en tiempo real a lo largo de diferentes dias de gestaciéon
relacionadas con sus diametros, volimenes y areas. La mayor parte de los
estudios han sido basados en determinaciones post mortem y pocos in vivo. De
cualquier forma, estudios en conejas sobre las dimensiones de las vesiculas
uterinas a diferentes dias de gestacion son escasos. Daniel (1964) observo en
conejas Nueva Zelanda Blanco que los diametros de las vesiculas uterinas al dia
7 de gestacion varian de entre 0.45 a 0.59 cm. Mientras que Nishimura (2001) en

conejas nuliparas Nueva Zelanda Blanco reportaron rangos de 0.5 a 0.9 cm para
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este mismo dia de gestacién. Asimismo, Schencke et al. (2008) reportaron que
los diametros de las vesiculas embrionarias en conejas a los dias 7 y 10 dias de
gestacion fueron 0.62 y 1.42 cm, respectivamente. En el presente estudio los
diametros promedios de las vesiculas uterinas a los dias 14, 17 y 21 de gestacion
fueron de 2.1, 2.6 y 3.4 cm. Ypsilantis y Saratsis (1999) reportaron diametros
promedios de vesiculas uterinas a los 10 dias de gestacion en rangos de 1.0 a
2.0 cm, y que por las tasas de crecimiento observadas, las dimensiones a los 14
dias son consistentes con estos ultimos autores. Los diametros vesiculares
observados a los 17 dias de gestacion, de 2.6 cm, son ligeramente superiores
pero cercanos a los 2.1 cm reportados por Bailey y Miller (1921).

Estudios para determinar los efectos de la suplementaciéon de vitamina E y -
caroteno como antioxidantes en algunas caracteristicas morfométricas de
vesiculas uterinas in vivo mediante ultrasonografia en tiempo real (Hernandez,
2020), reportaron didametros vesiculares para los dias 14, 17 y 21 de 2.0, 2.4y
3.1 cm, valores que son similares a los diametros observados en el presente
estudio. De forma similar, los volumenes de las vesiculas uterinas reportadas por
el autor anterior y para los mismos dias de gestacion fueron 4.0, 7.2y 12.6 cm?,
siendo menor pero consistentes a los valores encontrados. También, las areas
expresadas en cm? de las vesiculas uterinas registradas para los diferentes dias
de 3.2, 4.7 y 7.1 cm? son similares. Las inconsistencias entre estudios en las
dimensiones de las vesiculas uterinas para diferentes edades de gestacién en
conejos se pueden atribuir a diferencias en genotipo, edad, paridad, nutricion
maternal, condicion corporal, condiciones medio ambientales, alimentacion,

disefios experimentales y manejo reproductivo.

Durante la gestacion, la hembra debe adaptar su metabolismo para hacer frente
a los futuros acontecimientos, como el incremento del volumen sanguineo, el
crecimiento feto-placentario y la acumulacion de reservas para la lactancia. Sin
embargo, aunque la gestacion de la coneja es relativamente corta (31-32 dias),
es una especie con una elevada prolificidad, de tal forma que se puede generar

un desgaste metabolico adicional. Una implantacion embrionaria deficiente
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puede tener un impacto significativo en el desarrollo del embrion y el feto en
conejas que estan gestando y lactando al mismo tiempo. Cuando la implantacién
no es adecuada, el embridn puede recibir una nutricion y oxigeno insuficientes,
lo que puede llevar a un desarrollo sub-6ptimo (Obiala, 2018). Ademas, en
conejas lactantes, el estrés metabdlico adicional debido a la produccion de leche
puede agravar los efectos negativos de una mala implantacién, afectando aun
mas la salud y el crecimiento del feto (Garcia, 2013). Estos factores destacan la
importancia de un entorno uterino adecuado y la gestion del estrés metabdlico

para asegurar un desarrollo saludable del embrion y el feto (Paraiso, 2021).

El estrés oxidativo y el estrés metabdlico son factores importantes que afectan la
implantacion del embridn. El estrés oxidativo, que surge de un desequilibrio en
las especies reactivas de oxigeno (ROS), puede causar apoptosis y perjudicar la
calidad del embrion, reduciendo asi las tasas de implantacion (Cnaani, 2024). En
cuanto al estrés metabdlico, las alteraciones en el metabolismo celular pueden
afectar la sefalizacion celular y la receptividad del endometrio, dificultando la
implantacion del embrién (Paraiso, 2021). En conejos, la interaccion entre
gestacion y lactancia puede aumentar considerablemente el estrés metabdlico,
lo que impacta negativamente la eficiencia reproductiva y la salud de la madre
(Garcia, 2013). Ambos tipos de estrés pueden ser provocados por factores
ambientales y fisioldgicos, destacando la necesidad de un entorno uterino éptimo

para asegurar el éxito de la implantacién (Iborra & Martinez, 2024).

En los espermatozoides, un exceso de ROS puede reducir la motilidad, aumentar
las anomalias morfoldgicas y fragmentar el ADN, disminuyendo asi su capacidad
de fecundacion (Izquierdo et al., 2020). La principal causa de fragmentacion del
ADN espermatico radica en la inadecuada compactacién de la cromatina nuclear,
lo que lo hace mas susceptible al dafio por estrés oxidativo (Portella-Ruiz &
Gonzales, 2016). Este dafio se manifiesta como fragmentacion del ADN, que
puede ser de cadena sencilla o doble. La fragmentacion del ADN espermatico
compromete la integridad del material genético, lo que puede llevar a una menor

tasa de fertilizacién y a un desarrollo embrionario anormal. Embriones derivados
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de espermatozoides con alta fragmentacion del ADN tienden a tener un
desarrollo mas lento y una mayor probabilidad de anomalias, lo que reduce las
tasas de implantacion y aumenta el riesgo de aborto espontaneo (Rodriguez-
Alonso et al., 2016; Rojas et al., 2023). Por lo tanto, la presencia de altos niveles
de estrés oxidativo en el semen es un factor critico que afecta negativamente la
calidad espermatica y, en consecuencia, el éxito de los tratamientos de

reproduccion asistida (Aura & Azafia, 2023).

El tamafio de la camada influye significativamente en el crecimiento fetal de las
conejas que estan lactando y gestando simultdneamente. Cuando la camada es
mas grande, los fetos compiten mas por los nutrientes, lo que puede llevar a un
crecimiento fetal mas lento y a una menor supervivencia prenatal (Laborda et al.,
2012). Ademas, la combinacion de lactacion y gestacion al mismo tiempo puede
aumentar el estrés metabodlico en las conejas, afectando negativamente su
eficiencia reproductiva y su salud (Garcia, 2013). Es esencial gestionar
adecuadamente el tamafio de la camada y proporcionar una nutricion adecuada
para minimizar estos efectos negativos y asegurar un desarrollo fetal saludable
(Blas & Nicodemus, 2021).

El crecimiento fetal influye directamente en el peso al nacer y en la demanda
metabdlica de lactacibn y en conejas que estan lactando y gestando
simultdneamente. Los gazapos de mayor tamafo requieren mas nutrientes y
energia tanto durante la gestacion como después del nacimiento, lo que
incrementa la demanda metabdlica de la madre durante la lactacion (Restrepo &
Parra, 2009). Este aumento en la demanda puede generar un mayor estrés
metabdlico en las conejas, afectando su salud y eficiencia reproductiva (Garcia,
2013). Ademas, un mayor peso al nacer estd relacionado con una mejor
supervivencia y crecimiento postnatal, aunque también puede aumentar la
competencia por los recursos entre los gazapos (Laborda et al., 2012). Por lo
tanto, es esencial gestionar adecuadamente la nutriciébn y el entorno de las
conejas, para asegurar un desarrollo saludable tanto para la madre como para

los gazapos (Blas & Nicodemus, 2021).
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La interaccion entre tipo de suplementacion en hembras y tipo de suplementacién
en conejos machos demostré que los diametros, volimenes y areas de las
vesiculas uterinas de conejas suplementadas con té verde e inseminadas
artificialmente con semen de machos bajo suplementacion (1 1) mejoraron con
respecto a conejas suplementadas con té verde e inseminadas con semen de
machos sin suplemento (1 2) y que el nUmero de vesiculas uterinas en desarrollo
para el primer tratamiento fue alto, al reflejarse en 8.4 gazapos nacidos totales y
pesos promedios individuales de 61 g. Por su parte, las dimensiones respectivas
de las vesiculas uterinas de conejas suplementadas con té verde e inseminadas
con semen de machos sin suplemento (1 2) fueron menores comparado con el
tratamiento anterior considerando que el niumero de vesiculas en desarrollo
fueron mayores al obtenerse 8.6 gazapos nacidos totales y pesos individuales de
52 g. Pero en ambos tratamientos las respuestas en prolificidad y desarrollo de
las vesiculas uterinas fueron favorables y mejores comparadas con conejas sin
suplementacibn con té verde e inseminadas con semen de machos
suplementados (2 1) o no (2 2). En donde los promedios de gazapos nacidos
totales al parto para ambos tratamientos fueron bajos (6.28), como resultado de
tasas promedio de receptividad sexual al momento de la inseminacién bajas
(61%).

La suplementacion de extractos de té verde administrados en el agua de bebida
a mediano y largo plazo tanto en hembras como en machos mejoré la eficiencia
reproductiva de las conejas. Esta respuesta reproductiva favorable pudiera
explicarse en términos de incrementos en la receptividad sexual de las conejas
al momento de la inseminacién artificial y a mejoras en la calidad seminal,
probablemente actuando sinérgicamente. Lo anterior sugiere que la
suplementacidon con extractos de té verde a las conejas haya sido resultado de
condiciones favorables en los procesos de espermatogénesis, ovogénesis,
ovulacion, capacitacion espermatica, fertilizacion, y desarrollo embrionario y fetal.
La suplementacion con extracto de té verde, tanto en hembras como en machos,
posiblemente favorecido el crecimiento de las vesiculas uterinas desde el

momento de la fecundacion. Esto se debe a que el té verde proporciona una
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proteccion eficaz contra los radicales libres, beneficiando tanto al 6vulo como al
espermatozoide. Los antioxidantes presentes en el té verde, como las
catequinas, pueden reducir el estrés oxidativo y mejorar la calidad de las células
reproductivas, lo que contribuye a un ambiente uterino mas saludable y propicio

para el desarrollo embrionario y fetal.

Las mejoras en los tamafios de camada y en las dimensiones de las vesiculas
uterinas al suplementar a conejas y conejos con extracto de té verde pueden
estar relacionadas con el metabolismo celular, en especial en la proteccion de
especies reactivas de oxigeno, tanto en gametos como en el ambiente uterino,
favoreciendo el desarrollo y crecimiento de los embriones y fetos de las conejas.
El té verde, que contiene catequinas como la epigalocatequina galato (EGCG),
la cual posee propiedades antioxidantes que pueden beneficiar la fecundacion,
implantacion, y el desarrollo embrionario y fetal. Durante la fecundacion, las
catequinas del té verde pueden mejorar la calidad de los ovocitos vy
espermatozoides, incrementando las tasas de fertilizacion (Garcia-Rodriguez et
al., 2022).

Torres-Osorio et al. (2019) encontraron que el uso de antioxidantes como el té
verde mejora la tasa de formacion de blastocistos y aumenta las concentraciones
de glutatién reducido en los ovocitos madurados in vitro. En los 6vulos, el estrés
oxidativo puede interferir con la foliculogénesis y la maduracién ovocitaria,
causando dafio en el ADN y afectando la capacidad de fertilizacion (Martin,
2024). El extracto de té verde, conocido por su alto contenido de antioxidantes
como las catequinas, ha mostrado beneficios en la calidad de los Ovulos.
Investigaciones recientes sugieren que estos antioxidantes pueden disminuir el
estrés oxidativo en las células ovéricas, mejorando su viabilidad y funcién. Por
ejemplo, estudios han encontrado que la suplementacion con extracto de té verde
puede incrementar la tasa de fertilizacion y favorecer el desarrollo embrionario
temprano en modelos animales (Gonzalez-Ravina et al., 2022; Martinez-Soto et
al.,, 2021). Ademéas, la epigalocatequina-3-galato (EGCG), una catequina

presente en el té verde, ha sido identificada como un agente protector contra el
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dafio oxidativo en los 6vulos, contribuyendo asi a una mejor salud reproductiva
(Pérez-Cerezales et al., 2020). En cuanto a la implantacion, las catequinas
presentes en el té verde reducen el estrés oxidativo en el utero, mejorando la
receptividad endometrial y facilitando la implantacion del embrién (De la Cruz,
2017). Ademas, durante el crecimiento embrionario y fetal, el té verde puede
contribuir a un desarrollo mas saludable al disminuir el dafio oxidativo y crear un

entorno intrauterino 6ptimo (Hernandez-Cortés et al., 2022).

Los didmetros, volimenes y areas mostraron ser mayores (p<0.0001) en conejas
inseminadas artificialmente con semen de machos suplementados con extractos
de té verde. Esto pudiera haber sido influido por los aumentos significativos en
las dimensiones de las vesiculas uterinas cuando conejas suplementadas con té
verde fueron inseminadas con semen de conejos machos bajo suplementacion.
Pero esto puede explicarse por mejoras en la calidad seminal y espermética
como resultado de la suplementacion con extractos de té verde. Mentado (2020)
evalu6 el comportamiento sexual, la calidad seminal y el potencial reproductivo
en conejos suplementados con 50 mg kg* de peso vivo de té verde alto en
polifenoles, lo que mejord significativamente el volumen seminal (+8.35%) vy la
concentracion espermatica por eyaculado (+15.3%). Mentado (2020) evalué el
comportamiento sexual, la calidad seminal y el potencial reproductivo en conejos
suplementados con 50 mg kg! de peso vivo de polifenoles de té verde. Los
resultados indicaron que la suplementacion mejoro significativamente el volumen
seminal (+8.35%) y la concentracion espermatica por eyaculado (+15.3%),

aunqgue disminuyo ligeramente la motilidad total (-2.6%).

3.4. Conclusioén

La suplementacién con extractos de té verde altos en polifenoles administrados
en el agua de bebida, bajo las frecuencias y dosis de administracion tanto en
hembras como en machos, mejora el comportamiento y la eficiencia reproductiva
en programas de inseminacion artificial. Los mejores resultados en cuanto a los
diametros, volimenes y areas de las vesiculas uterinas se obtienen cuando las

conejas reproductoras suplementadas con té verde son inseminadas
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artificialmente con semen de machos también bajo suplementacion. Sin
embargo, se requieren de mas estudios probando diferentes pautas y dosis de
suplementacién utilizando extractos que varien en su contenido de polifenoles en

conejos reproductores bajo diferentes estados fisioldgicos.
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